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OPTIMIZATION AND VALIDATION OF A METHOD USING MODIFIED QuEChERS AND LC-ESI-MS/MS FOR THE
DETERMINATION OF PESTICIDES IN ONION. An evaluation of the pesticides extraction from onion using a modern sample
preparation method (QUEChERS) and determination by liquid chromatography tandem mass spectrometry was carried out. All the
calibration curves showed r>0.99. The recoveries ranged between 61.8 and 120.0% with relative standard deviation lower than 20%
for all compounds. Due to the occurrence of matrix effect, the quantification was performed using matrix-matched calibration. The
limits of quantification of the method were between 0.0005 and 0.05 mg kg''. The method shows the advantages of not require the

clean-up step and consume low volume of organic solvents, decreasing time, costs and residues.
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INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L) estd entre os alimentos mais consumidos
no mundo. Devido as propriedades antioxidantes e anticancerigenas,
é considerada um alimento funcional, por consequéncia da presenga
de compostos bioativos, como as antocianinas e a quercetina em sua
composi¢do.'?

O maior produtor de cebola do mundo € a China, responsavel por
cerca de 30% da producdo mundial. Nessa mesma escala, o Brasil
estd em 9° lugar, como o maior produtor da América do Sul.*

No Brasil, a cebola ocupa a terceira posi¢do em importancia
econdmica, com plantio que se estende desde a regido Sul até a
regido Nordeste. No estado do Rio Grande do Sul, o municipio do
Rio Grande destaca-se com relagdo a producdo.’

A cultura da cebola, contudo, € passivel de ser atacada por vérias
doengas de origem fiingica, bacteriana, viral e nematoldgica, as
quais podem ocorrer no campo, na pés-colheita, no transporte, no
armazenamento e na comercializacdo. Como consequéncia dessa
vulnerabilidade, a produtividade da cebola decresce drasticamente,
podendo atingir até 100% de perda na producdo de bulbos comer-
cializdveis.®’

Embora o uso de agrotdxicos seja necessdrio para garantir bons
resultados de produtividade, o aumento da aplicagdo dos mesmos na
cultura de cebola® fez com que, em 2008, fosse incluida no Progra-
ma de Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA),
iniciado em 2001, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), com vistas a avaliar continuamente os niveis de residu-
os de agrotdxicos presentes nos alimentos in natura que chegam a
mesa do consumidor. Das 103 amostras de cebola analisadas, 2,91%
(3 amostras) foram consideradas insatisfatérias, em decorréncia,
exclusivamente, do uso de acefato, agrotoxico ndo autorizado para
a cultura em estudo.’

Entre as dificuldades que envolvem as andlises de agrotxicos
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em amostras de alimentos como a cebola, destaca-se a complexidade
dos procedimentos necessdrios para extragdo e purificacdo dessas
amostras. A otimizagdo das etapas envolvidas no preparo da mesma
é essencial para reduzir o tempo e as fontes de erro relacionadas ao
procedimento.'”

Dentre as técnicas mais utilizadas para a extracio de agrotoxicos
em alimentos, podem ser citadas a extragdo acelerada por solvente,'!
extragéo liquido-liquido,' extragdo por ultrassom,'® extracdo com
fluido supercritico'*" e a extra¢@o por dispersdo da matriz em fase
sélida.'®?

Nos tltimos anos, técnicas e métodos de preparo de amostra ba-
seados na minimizacdo do uso de solventes organicos para a extracao
de agrotoxicos foram desenvolvidos como, por exemplo, o método
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe), o qual
tem sido largamente empregado para determinagdo de agrotoxicos
em matrizes complexas. Foi assim denominado pelas caracteristicas
que possui: rapidez, facilidade, economia, efetividade, robustez e
seguranca. E baseado em uma extracio com acetonitrila, seguida
de parti¢do liquido-liquido (adi¢do de MgSO, e NaCl) e posterior
etapa de purificacio com extracio em fase sélida dispersiva.2 E um
método robusto,”” adotado nos EUA, como o oficial da Association
of Official Analytical Chemists para a determinacdo de residuos de
pesticidas em alimentos.® E também considerado método oficial pelo
European Committee for Standardization.?*

Ao longo de seu desenvolvimento, o método QuUEChERS tem
sofrido variadas modificagdes, na direcio de ser empregado como
um método multirresiduo para extraciio de agrotéxicos em alimen-
tos, usando técnicas cromatogréficas acopladas a espectrometria
de massas.?*32 Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi
propor modificagdes no método QuEChERS, utilizado, no caso,
para a extracdo de residuos de agrotdxicos em cebola, empregando
determinagdo por cromatografia liquida com fonte de ionizagdo por
eletronebulizacdo acoplada a espectrometria de massas sequencial
(liquid chromatogtaphy tandem mass spectrometry with electrospray
ionization, LC-ESI-MS/MS).
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PARTE EXPERIMENTAL
Escolha dos agrotoxicos

Os agrotdxicos foram selecionados a partir de entrevistas com
produtores de cebola dos municipios de Sdo José do Norte e Rio
Grande, no estado do Rio Grande do Sul. Foram feitas perguntas a
respeito dos agrotdxicos mais empregados na cultura de cebola, época
de aplicacdo e a existéncia de orienta¢@o para aplicagdo dos mesmos.

A partir dos dados obtidos, foi realizada uma pesquisa nas paginas
eletronicas da ANVISA e do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA)*** a fim de identificar quais das substincias
mais empregadas sdo permitidas para a cultura de cebola e quais
poderiam ser determinadas no laboratério. Os agrotdxicos selecio-
nados para o trabalho foram dimetoato, metalaxil-M, tebuconazol,
azoxistrobina e difenoconazol. A Figura 1S, material suplementar,
apresenta as estruturas quimicas dos agrotéxicos estudados. A classe,
0 grupo quimico, os limites maximos de residuos (LMR) e o intervalo
de seguranga para agrotoxicos aplicados no cultivo da cebola, na
regido de Rio Grande, assim como as propriedades fisico-quimicas
de cada substancia sdo apresentados nas Tabelas 1S e 2S, material
suplementar. O agrotéxico dimetoato, apesar de ndo ter LMR esta-
belecido para a cultura de cebola pela ANVISA, foi escolhido por ter
0 uso constantemente relatado nas entrevistas com os agricultores e,
também, por sua elevada toxicidade.

Instrumentacao

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido Alliance Separations
modelo 2695 Waters (Milford, MA, USA) equipado com amostrador
automadtico, bomba quaterndria, sistema de desgaseificacdo e coluna
analitica Waters XTerra® MS C18 144 A (50 x 3 mm, 3,5 pm - Milford,
MA, USA), acoplado ao espectrometro de massas Micromass® Quatro
Micro™ API Waters, com fonte API, utilizando o modo de ionizagio
por eletronebulizacio e sistema de aquisi¢do de dados via software
Masslynx 4.0 Waters.

Para o preparo das amostras de cebola, foi empregado um pro-
cessador de alimentos, modelo Mega Master Plus RI 3170; Vortex
modelo Certomat®MV-B Braun (Bioteck Internacional, Alemmar -
Comercial e Industrial S.A.) e centrifuga de tubos microprocessada
modelo Quimis® Q222T (Quimis Aparelhos Cientificos).

Reagentes

Os padrdes analiticos dos agrotéxicos dimetoato (pureza
99,4%), metalaxil-M (pureza = 99,0%), tebuconazol (pureza
99,6%), azoxistrobina (pureza = 97%), difenoconazol (pureza
99%) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). O acido
férmico grau analitico (pureza 98%) foi adquirido da Merck (Dar-
mstadt, Alemanha).

Acetonitrila, grau cromatografico, foi fornecida pela J.T. Baker
(Mallinckrodt, Phillisburg, NJ, USA) e a dgua foi purificada em sis-
tema Direct-Q UV3® (resistividade 18,2 MQ cm, Millipore, USA).
Sulfato de magnésio anidro e cloreto de sédio foram adquiridos da
J.T. Baker; bondesil-PSA (40 um) foi obtido da Varian (Palo Alto, CA,
USA).

IV IV IV

Preparo das solucdes analiticas

As solugdes analiticas estoque, contendo 1000 mg L' de cada
agrotoxico foram preparadas pela dissolugdo do padrdo sélido em
metanol, considerando-se o grau de pureza. As solucdes foram ar-
mazenadas em frasco mbar e estocadas a -18 °C.

Otimizagdo e validagdo de método empregando QUEChERS modificado 781

A partir das solugdes estoque de 1000 mg L' foram preparadas
solugdes estoque de concentragdes de 100 mg L' de cada agrotdxico
em metanol. A solu¢do trabalho contendo a mistura dos analitos foi
preparada na concentracdo de 10 mg L'; foram realizadas diluicoes
para a otimizag¢do dos parametros de fragmentacao, preparo das curvas
analiticas e nos ensaios da exatiddo. A solucio trabalho foi preparada
mensalmente, enquanto as diluigdes utilizadas, diariamente.

Avaliacao da vazio da fase movel

A fase moével empregada foi composta por dgua ultrapura e
acetonitrila, acidificadas com 0,1% de acido férmico, na proporgado
(52:48, v/v). As vazdes da fase moével testadas foram de 0,2; 0,3 ¢ 0,4
mL min'. Os solventes empregados na fase mével foram filtrados a
vécuo, através de membranas de nylon 0,45 um, e desgaseificados
em banho de ultrassom durante 30 min, a temperatura ambiente.

Otimizacao dos parametros de fragmentacio

A otimizag¢@o dos pardmetros de fragmentacéo foi realizada com
vistas a selecionar as melhores condicdes de fragmentac@o dos fons
na andlise por MS. Para tanto, foram realizadas infusdes diretas no
espectrometro de massas com solucio analitica na concentragdo de
1,0 mg L' de cada agrotéxico estudado. Os pardmetros variados
foram: voltagem do cone, energia de colisdo, temperatura da fonte,
temperatura e vazdo do gds de dessolvatacdo, voltagem do capilar e do
cone extrator. A etapa de otimizagdo das condicdes de fragmentacio
foi determinante para selecionar os fons a serem monitorados para
qualificacdo e quantificacio dos agrotdxicos estudados.

Otimizacao do procedimento de extracio

Em 2008, um método empregando QUEChERS modificado para
determinacdo de agrotéxicos em frutas e vegetais foi desenvolvido.
Neste trabalho, foram realizadas modifica¢des no método proposto,
sendo realizados testes para avaliar a influéncia da etapa de purificacao
e da adi¢@o de cloreto de sédio na exatiddo do método.

Avaliacdo da influéncia da etapa de purificagcdo na exatiddo do
método

O procedimento foi realizado com a pesagem de 10,0 g de amos-
tra processada em um tubo de polipropileno (capacidade 50,0 mL),
seguida por etapa de fortificacdo no nivel de 1,0 mg kg™, realizada
através da adigdo de volume conhecido de solucéo padrio (100,0 pL)
a amostra s6lida. Em seguida, 10,0 mL de acetonitrila foram adicio-
nados, seguido por agitacdo manual (15 s) e agitagdo em vortex (1
min). Apds, foram adicionados 4,0 g de sulfato de magnésio anidro
e repetida a etapa de agitagdo; finalmente, o tubo foi centrifugado a
5000 rpm durante 3 min. Para o procedimento sem a etapa de puri-
ficacdo, uma aliquota do extrato foi retirada e 10,0 pL injetados no
sistema cromatografico.

Para o procedimento com etapa de purificagio, 6,0 mL do extrato
foram transferidos para um tubo de polipropileno (capacidade 15,0
mL), contendo 150,0 mg de amina primadria-secundaria (primary
secondary amine, PSA) e 950,0 mg de MgSO, seguido pelas etapas
de agitacdo e centrifugag¢do. Uma aliquota do extrato final foi retirada
e 10,0 uL foram injetados no sistema cromatogréfico.

Avaliagdo da influéncia de NaCl na extrag¢do

Meétodos empregados em trabalhos prévios utilizam sais como
MgSO, e NaCl. Assim, foram realizados testes comparando-se os
resultados de recuperag@o, ao se empregar os dois sais ou apenas
MgSO0,.*3 A adigdo de sais promove o efeito salting out, incremen-
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tando o nivel de recuperag@o para analitos mais polares e diminui a
solubilidade dessas substancias na fase aquosa, bem como a quanti-
dade de dgua na fase orgénica.”

Para a realizag@o dos testes foram pesados 10,0 g de amostraem 6
tubos de polipropileno (capacidade 50,0 mL). Por sua vez, as amostras
foram fortificadas no nivel de 1,0 mg kg' e foram adicionados 10,0
mL de acetonitrila em cada tubo; em 3 tubos foram adicionados 4,0
g de MgSO, e 1,0 g de NaCl e, nas trés amostras restantes, foram
adicionados apenas 4,0 g MgSO, O restante do procedimento foi
realizado sem a etapa de purificagao.

Avaliagdo do efeito de matriz (EM)

Para avaliar o EM, foram injetadas no sistema cromatografico
uma solu¢@o padrio com a mistura dos agrotéxicos, na concentracio
de 1,0 mg L', diluida no extrato branco da matriz (extraido pelo
método proposto) e uma outra solu¢do padrdo com a mistura dos
agrotéxicos diluida com metanol. O cdlculo do EM (%) foi baseado
na bibliografia.®

Validacio do método

O método foi validado, avaliando-se os seguintes itens: curva
analitica, linearidade, limite de detecc@o (limit of detection, LOD),
limite de quantifica¢do (limit of quantification, LOQ), exatiddo
(recuperagdo) e precisdo (repetibilidade e precisdo intermedidria),
pardmetros sugeridos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Nor-
malizagdo e Qualidade Industrial INMETRO) e pela ANVISA.337

Curva analitica e linearidade

A linearidade do instrumento e do método foi avaliada pelas
curvas analiticas através de padronizag@o externa no solvente e por
superposicio da matriz com solugdes analiticas nas concentragdes
de 0,0005; 0,005; 0,05; 0,5 e 1,0 mg L.

Para padronizagdo externa por superposicdo da matriz, foram
preparadas solucdes analiticas através de diluicdes da solucdo pa-
drdo de trabalho com o extrato da matriz. Os procedimentos foram
realizados com a matriz isenta de agrotéxicos e a padronizacio
externa no solvente foi estabelecida por dilui¢des da solugdo padrio
de trabalho com metanol.

Cada solugao foi injetada trés vezes e os dados de regressao linear
foram obtidos com auxilio do software do equipamento.

Limites de detec¢do e quantifica¢do

Os limites de detec¢@o (LOD, ) e quantificagdo (LOQ,,) do mé-
todo foram obtidos pela inje¢do de solugdes analiticas de diferentes
concentracdes, preparadas através de dilui¢des da solugdo padrao de
trabalho no extrato da matriz. O LOD, e o LOQ,, para cada agrot6-
xico foram estimados a partir da relagdo sinal/ruido, calculada pelo
software do equipamento, considerando, no minimo, 3 e 10 vezes a
razdo do sinal pela linha de base (ruido), respectivamente.

Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada em fun¢@o dos ensaios de
recuperagdo, de acordo com as determinacdes da ANVISA e do
International Conference Harmonisation.*® Amostras de cebola
(isentas de agrotoxicos) foram fortificadas nos niveis de 0,0005;
0,005; 0,05 e 1,0 mg kg™, a partir da adicdo de um volume conhe-
cido de solugao padrdo de trabalho com a mistura dos agrotéxicos
a 10,0 g de amostra.

Precisdo
A precisdo instrumental foi avaliada a partir de inje¢des sucessivas
de solu¢do analitica padrdo, com a mistura dos agrotéxicos (n=7),
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e estimada através do coeficiente de variagdo (CV) com relacdo a
média das dreas de todas as injegdes.

A precisao do método foi avaliada em fun¢do da repetibilidade e
da precisdo intermedidria. Para o estudo da repetibilidade, foi reali-
zada a extra¢@o da amostra fortificada com solu¢@o analitica padrao
e com a mistura dos agrotoxicos em diferentes niveis de fortificagdo,
em triplicata; cada nivel foi injetado trés vezes. A partir das 9 de-
terminagdes, foi calculado o CV(%).*® A precisio intermedidria foi
avaliada, assim como a repetibilidade, porém em diferentes dias e
com diferentes analistas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliaciio da vazao da fase mével

A melhor composic¢io de fase mével foi a mistura de acetonitrila
e dgua ultrapura, acidificadas com 0,1% de 4cido férmico, na propor-
¢do de (52:48, v/v) e vazdo de 0,4 mL min'. Um cromatograma para
a separagdo ¢ apresentado na Figura 1. A acidificagio permite que
haja prétons suficientes na solug¢@o para que principalmente a espécie
protonada esteja na solugdo, dissolvida na fase mével, consequéncia
(do controle) da distribui¢do de espécies. O pH menor proporciona
maior interagdo entre as substancias e a fase estaciondria, mais apolar,
aumenta a retenc¢io da substancia. Além disso, a acidificacio da fase
movel também auxilia na ionizagdo dos analitos.>**°
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Figura 1. Cromatogramas de ions totais dos agrotoxicos estudados em solugdo
(1,0 mg L) Dimetoato (1,00 min), metalaxil-M (1,49 min), azoxistrobina
(2,56 min), tebuconazol (2,85 min) e difenoconazol (5,20 min)

Ao se empregar a espectrometria de massas em série, através do
modo de aquisi¢do de monitoramento de rea¢des multiplas (MRM),
é possivel quantificar compostos que coeluem através do monitora-
mento das transi¢des fon precursor — ion produto de cada substincia.
Assim, LC-MS/MS assegura a identificagdo com maior exatiddo do
que quando ela € feita apenas com base nas caracteristicas de reten-
¢do das substancias analisadas, como ocorre nas outras técnicas de
detecgdo cromatograficas.*! Entretanto, a separacdo cromatografica
¢é importante para assegurar a eficiéncia da ionizagdo dos analitos,
diminuindo possiveis efeitos de matriz.*

Parametros de fragmentacéo otimizados

Foi utilizada a interface ESI, a mais indicada para substancias
neutras ou polares, que podem ser protononadas ou deprotonadas em
condi¢des apropriadas de pH.*

As melhores condi¢des para a fragmentagdo dos fons monito-
rados, obtidas com infusdes diretas no espectrdmetro de massas
na vazao de 10,0 uL min’', foram: temperatura de 100 °C na fonte;
temperatura do gds N, (gds de dessolvatagdo) de 350 °C, mantida
a uma vazao para a dessolvata¢do da amostra de 350 L h'! e para o
cone de selegdo dos fons 50 L h'!; a energia do capilar foi 4 kV e no
segundo cone, o extrator foi 3 V.

Na Tabela 1 s@o apresentadas as transi¢des monitoradas no modo
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Tabela 1. Condi¢des de fragmentacdo para determinagio dos agrotéxicos por LC-ESI-MS/MS

Agrotéxicos MRM transi¢do (m/z) Energia de colisdo (eV)  Voltagem do cone (V) t, (min)
e g R
e B e ; g
mom o Qe & “
oo Quete 53 fz
pom Gt ) )

Dwell Time (tempo de janela): 0,3 s

ESI (+), modo de aquisicdo MRM, energia de colisdo, voltagem do
cone e tempo de retengdo dos agrotdxicos estudados.

Para cada analito foram selecionadas duas transicdes caracteris-
ticas, o que € possibilitado por um analisador de massas sequencial
(tandem). A transi¢@o mais intensa (mais estdvel) foi escolhida para
quantifica¢@o, enquanto a segunda, para confirmacao.

Procedimento de extracao

Avaliacdo da influéncia da etapa de purificagdo na exatiddo do
método

De acordo com os resultados de recuperacio (R%) apresentados
na Figura 2, € possivel verificar que os valores de recuperagdo foram
similares para a maioria dos agrotoxicos estudados com e sem a etapa
de purificagdo. Para o primeiro caso, recuperacdes na faixa de 86,7
e 108,9% foram obtidas e, no segundo, as recuperagdes ficaram na
faixa de 85,4 e 107,1%. Considerando que as possiveis interferéncias
da matriz sdo compensadas pelo emprego de padronizagdo externa
por superposicio da mesma, neste trabalho foi estabelecido o desen-
volvimento do processo sem a etapa de purificacio, a fim de tornar
o procedimento de preparo da amostra ainda mais rapido e diminuir
o consumo de reagentes.

M Com etapa de purificagéo
Sem etapa de purificagéo
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Figura 2. Comparagdo entre o método QUEChERS modificado, no nivel de
1,0 mg kg, com e sem emprego da etapa de purificagdo. As barras de erro
significam CV(%) (n=9)

Influéncia de NaCl na extragcdo
Na Figura 3 sdo apresentados os resultados de recuperacdo, os
quais indicam que a adi¢@o de cloreto de sédio em combinacdo ao

sulfato de magnésio, conforme empregado em trabalhos prévios,
gera valores de recuperagdo maiores para a maioria das substancias
quando comparados aos da adi¢do de apenas MgSO,.**%

4 g MgSO4 W 4g MgSO4 + 1g NaCl
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Figura 3. Valores de recuperagdo (%) para os agrotoxicos em relagdo aos
sais adicionados no processo de extragdo. As barras de erro significam
CV(%) (n=9)

Entretanto, para dimetoato, o valor de recuperag@o estd acima de
150%, o que nio € aceitivel para a determinagio de compostos tragos
em matrizes complexas e, além disso, MgSO, quando empregado
sozinho, € suficiente para gerar resultados de recuperagao entre 70 e
120% para todos os analitos.

O valor elevado de recuperacdo para dimetoato pode ser explica-
do pelo fato de que o sal, além de favorecer a extracao dos analitos,
também aumenta a coextragdo de componentes da matriz, o que pode
ter favorecido o enriquecimento do sinal. Assim, somente MgSO, foi
adicionado aos extratos, por possuir alta capacidade de remover dgua,
quando comparado a outros sais.*

Efeito matriz

No método proposto foi constatado efeito matriz para o agrotéxico
dimetoato. Essa influéncia se deve provavelmente a quantidade de inter-
ferentes presentes na amostra, ocasionando interferéncia na ionizagio
dos analitos. Devido as interferéncias dos componentes da matriz no
processo de ionizacdo, a quantificacdo dos agrotdxicos foi realizada
através de superposicdo da matriz. Na Figura 4, além do EM%, sdo
apresentados resultados das recuperagdes dos agrotdxicos em diferentes
formas de quantificacdo. Quando a recuperacio € avaliada por compa-
ra¢do com as curvas no solvente, os valores variam de 49,0 a 105,0%
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com CV de 0,6 a 3,6% e, quando avaliada por meio da comparagao por
superposicao na matriz, os valores para recuperagio variaram de 89,6 a
114,1% com CV de 0,2 a 1,4%. O EM% variou de 28,0 a 100,0% com
CV de 0,8 a2,3%, comprovando, assim, a necessidade de quantificacio
dos agrotéxicos através de superposicio da matriz.

B %R calibragdo externa em solvente

%R calibragdo externa por superposi¢do da matriz
B %EM

140

120

100

60

40

20 7

Dimetoato Metalaxil-M Tebuconazol Azoxistrobina Difenoconazol

Figura 4. Comparagdo entre as recuperagoes dos agrotoxicos por QuE-
ChERS, nivel de fortificacdo 1,0 mg kg, empregando diferentes formas de
quantificacdo e efeito matriz para todos os agrotoxicos. As barras de erro
significam CV(%) (n=9)

Procedimento de extra¢do otimizado

Na Tabela 2 s@o apresentadas as condigdes otimizadas para o
método QUEChERS modificado, proposto no presente trabalho com
relag@o a outros métodos, empregando QUEChERS, propostas em
trabalhos anteriores.?** De acordo com os dados apresentados, é
possivel observar a diferenca entre os métodos e afirmar que o pro-
posto neste trabalho utiliza menor quantidade de reagentes e apresenta
maior rapidez no procedimento de extragao.

Validaciao do método

Curva analitica e linearidade

Através dos dados obtidos para a construg¢ao das curvas analiti-
cas e andlise das equagdes das retas no LC-ESI-MS/MS, € possivel
concluir que o modelo de regressdo linear € adequado para as deter-
minacdes analiticas em estudo. De acordo com a Tabela 3, os coefi-
cientes de correlacdo (r) foram maiores que 0,99, estando de acordo
com as orientacdes da ANVISA e do INMETRO, que recomendam,
respectivamente, r > 0,99 e r > 0,90. 3637

Limites de detec¢do e de quantificacdo

Os LOD,, e LOQ,, dos métodos foram de 0,016 ¢ 0,05 mg kg
para o dimetoato; de 0,0016 e 0,005 mg kg para o metalaxil-M e
de 0,00016 e 0,0005 mg kg para difenoconazol, azoxistrobina e
tebuconazol.

Tabela 3. Resultados para as curvas analiticas e linearidade

Quim. Nova

Tabela 2. Comparagao entre 0 método QuEChERS original, o método de
Lesueur e 0 método proposto

QuEChERS Original* Modificado®  Este estudo
Amostra 10,0 g 10,0 g 10,0 g
Acetonitrila 10,0 mL 10,0 mL 10,0 mL
Agitacdo 60 s 60 s 60 s
MgSOyq 40¢g 40¢g 40¢g
NaCl 10¢g 10g _
Citrato de sédio _ 10¢g _
Hidrogenocitrato de sédio _ 05¢g _
Agitacio 60 s 60 s 60 s
Padrao interno tirfenilfosfato  Trifenilfosfato
Agitacdo 30s _ _
Centrifugagio 5 min 3 min 3 min
5000 rpm 5000 rpm 5000 rpm
Aliquota do extrato 1,0 mL 6,0 mL _
PSA 25,0 mg 150,0 mg _
MgSO4 150,0 mg 950,0 mg _
Centrifugagdo 1 min 3 min _
6000 rpm 5000 rpm
Determinacdo GC/MS H(P;Ié/Cl\//[I\éIS LC-MS/MS

Os limites de quantificagdo do método alcancaram valores
menores que os limites mdximos de residuos estabelecidos pela
ANVISA, para metalaxil-M, tebuconazol, azoxistrobina e difeno-
conazol. No que se refere ao agrotéxico dimetoato, ndo ha LMR
estabelecido para a cultura de cebola, por ndo ser indicado para
aplicagdo na mesma.

Exatiddo

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um
método analitico sdo: materiais de referéncia, comparacdo de mé-
todos, ensaios de recuperacio e adicdo de padrdo. Neste trabalho a
exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperagio.® Para os ensaios
de recuperagdo, diferentes niveis de concentrag¢@o do analito foram
empregados, visto que a eficiéncia do método pode variar em funcgio
da quantidade da substincia adicionada.

A literatura sobre validacdo de métodos cromatogréficos indica
que os intervalos de recuperagio aceitéveis para a determinag@o de re-
siduos devem estar entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%.384043
Os valores de recuperacdo e de CV(%) sdo apresentados na Tabela
4. Os valores de recuperacdo variaram de 65,2 a 120,0%, com CV
variando entre 3,3 e 20,0% para a repetibilidade e de 61,8 a 116,7%,
com CV variando entre 2,0 e 20,0% para precis@o intermedidria em
todos os niveis de fortificaco.

Precisdo

A precisdo instrumental foi avaliada a partir de injecdes
sucessivas de solugdo analitica padrdo na concentracdo de
0,05 mg L' (n=7). Os valores de CV(%) das dreas de todas as

Agrotéxicos Curva analitica no solvente

Dimetoato

Metalaxil-M

y=29306,7 x + 12,247
y= 106839 x + 49,0445

Tebuconazol y= 174947 x + 68,5335
Azoxistrobina y= 218045 x + 223,502
Difenoconazol y= 130623 x + 17,9105

Curva analitica na matriz r
0,998 y=7951,9 x + 3,59037 0,997
0,993 y=43794,5 x - 9,50831 0,998
0,999 y= 159082 x + 409,68 0,996
0,991 y= 124042 x + 19,2466 0,999
0,999 y= 124487 x + 183,681 0,997
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Tabela 4. Recuperagdo, CV, e CV, para os agrotéxicos em amostras de cebola fortificadas em diferentes niveis

Agrotéxico Nivel de fortificacao Recuperagdo Cv, Recuperagio CV,
(mg kg™') (%) (%) (%) (%)
Dimetoato 0,0005 - - - -
0,005 - - - -
0,05 92,3 6,9 116,7 7,7
1,0 85,3 7,3 111,3 4,2
Metalaxil-M 0,0005 - - - -
0,005 97,6 19.4 93,8 16,4
0,05 81,4 6,4 96,3 73
1,0 107,1 9,7 93,0 4,0
Tebuconazol 0,0005 107,0 72 96,8 8,5
0,005 86,1 9,0 61,8 14,3
0,05 98,7 3,6 103,8 2,7
1,0 100,1 79 110,3 2,0
Azoxistrobina 0,0005 65,2 20,0 86,7 20,0
0,005 109,8 10,4 83,3 6,3
0,05 87,4 9,0 90,7 3.8
1,0 91,8 11,0 89,6 3,7
Difenoconazol 0,0005 115,2 12,7 108,2 17,6
0,005 120,0 11,1 754 114
0,05 104,1 33 108.5 4,1
1,0 105,3 9,8 114,1 37

injegdes foram: 10,5% para dimetoato; 6,7% para matelaxil-M;
7,8% para tebuconazol; 6,4% para azoxistrobina e 5,3% para
difenoconazol.

A precisido do método foi avaliada em fungdo da repetibilidade
e da precisdo intermedidria, estimadas de acordo com as reco-
mendagdes da ANVISA.*” Os valores de CV(%) para os estudos
de repetibilidade (CV,) e precisio intermedidria (CV ;) ficaram
na faixa de 3,3-20,0% e 2,0-20,0%, respectivamente. Os valores
mais detalhados de CV, e CV ; sio apresentados, juntamente com
os resultados de recuperacdo, na Tabela 4.

Para o dimetoato, os valores de CV, e CV, foram estimados
a partir de dois niveis de concentracdo. Isso porque o referido
agrotéxico apresentou menor sensibilidade no sistema LC-ESI-
MS/MS, relacionado as outras substancias. A precisdo do método
foi avaliada em quatro niveis de fortificacdo. Os valores de CV
para a repetibilidade e precisdo intermedidria, além de menores
que 20%, ficaram muito préximos, indicando a adequada precisao
do método.*®

Aplicacao do método

O método empregando QuUEChERS modificado e LC-ESI-MS/
MS, ap6s ser validado, foi aplicado para determinacio de residuos
dos agrotéxicos dimetoato, metalaxil-M, tebuconazol, azoxistro-
bina e difenoconazol. As amostras de cebola foram coletadas em
um supermercado e em uma propriedade rural na regido e residuos
de agrotéxicos ndo foram encontrados.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o
método empregando QUEChERS modificado e LC-ESI-MS/MS
para a determinag@o dos agrotéxicos dimetoato, metalaxil-M,
tebuconazol, azoxistrobina e difenoconazol em cebola € eficiente,
rdpido, preciso e exato.

O método QUEChERS modificado foi robusto e altamente re-
produtivel, uma vez que elevadas recuperacdes foram alcangadas.
Além disso, o procedimento de extracdo ¢ extremamente rapido
e ndo necessita emprego da etapa de purificagdo dos extratos de
cebola.

Entretanto, os componentes da matriz afetaram a eficiéncia da
ionizagao de alguns analitos por LC-ESI-MS/MS e a influéncia do
efeito matriz para dimetoato, metalaxil-M e azoxitrobina definiu o
modo de quantificac@o dos analitos por calibracdo externa, através
da superposicdo da matriz.

As condi¢des cromatograficas e os parametros de fragmentagdo
otimizados para determinagdo por LC-ESI-MS/MS permitiram a
identificacdo e a quantifica¢do dos agrotéxicos em estudo, em um
tempo de andlise menor que 6 min.

As curvas analiticas apresentaram valores de r maiores que
0,99 para as faixas de concentrac@o necessdrias as aplicagdes. Os
valores médios de recuperacdo obtidos em diferentes niveis de
fortificacdo estiveram na faixa de 61,8 a 120,0%, com valores de
CV (%) menores que 20%. Os limites de quantificacdo do método
variaram na faixa de 0,0005 a 0,05 mg kg'.

O limite de quantifica¢do do método para todos os analitos foi
menor que os limites maximos de residuos definidos pela legisla-
¢do brasileira, ANVISA, para tais agrotéxicos em cebola. O fato
¢ de suma importancia, uma vez que o Brasil, em 2008, assumiu
a lideranca mundial no consumo de agrotéxicos, segundo dados
do SINDAG; em fungdo disso, no mesmo ano, o PARA incluiu a
cebola em seu programa de monitoramento.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo PDF, com acesso livre. A Tabela 1S apresenta a classe,
o grupo quimico, os LMR e o intervalo de seguranga para agro-
téxicos aplicados no cultivo da cebola, na regido de Rio Grande.
A Tabela 2S apresenta constante de acidez (pK,), coeficiente de
parti¢cdo octanol/dgua (K ), solubilidade em dgua e pressdo de
vapor de cada substancia para agrotéxicos em estudo e a Figura
1S, as estruturas quimicas dos agrotéxicos estudados.
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Tabela 18. Classe, grupo quimico, limites maximos de residuos (LMR) e intervalo de seguranga para agrotéxicos aplicados no cultivo da cebola, na regido de
Rio Grande

Agrotéxico Classe Grupo quimico I]MR EMR Intervalo d? seguranca
(mg kg') CODEX (mg kg') ANVISA (dias)

azoxistrobina fungicida estrobilurina - 0,05 2
bentazona herbicida benzotiadiazinona - - -
captana fungicida diocarboximida - 10,0 7
deltametrina inseticida/formicida piretroide - 0,03 2
dimetoato inseticida organofosforado - - -
difenoconazol fungicida triazol - 0,1 7
glifosato herbicida glicina substituida - - -
iprodiona fungicida dicarboximida 0,2 1,0 14
linurom herbicida ureia - 0,2 60
mancozebe fungicida/acaricida ditiocarbamato - 0,2 7
metalaxil-M fungicida fenilamida - 0,5 7
pendimetalina herbicida dinitroanilina - 0,1 1
propinebe fungicida ditiocarbamato 0,5 1.0 7
tebuconazol fungicida triazol - 0,1 14
trifluralina herbicida dinitroanilina - 0,05 1
2,4-D herbicida acido fenoxiacético - - -

*e-mail: eprimelfurg @ gmail.com
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Tabela 2S. Propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos selecionados para estudo'*

Agrotéxico pk, log K, Solubilidade em dgua (g L") Pressdo de vapor (mPa)
dimetoato 2,0 0,7 233 0,25 (25 °C)
metalaxil-m 1,4 1,7 26,0 3,3(25°C)
tebuconazol - 3,7 0,036 1,710 (20°C)
azoxistrobina -0,67 25 0,06 1,1107(20°C)
difenoconazol 3,0 1,1 0,015 3.3 lO-5 (25 °C)

1. Tomlin, C. D. S.; The e-Pesticide Manual, 13»ed. Versao 3.0. Londres. 2003-2004. 2. Montes, R.; Rodriguez, 1.; Ramil, M.; Rubf, E.; Cela, L.; J. Chroma-
togr., A 2009, 1216, 5459.
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Figura 18. Estruturas quimicas dos agrotoxicos estudados



